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Applicant's or agent's file reference 
H264WP3 


iron iriiwTHFB Amnw See Notification of Transmittal of International 
tUKfUKiHfcKAtllUN Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EP00/01214 


International filing date {day/month/year) 
15 February 2000 (15.02.00) 


Priority date {day/month/year) 

17 February 1999 (17.02.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
G01N 33/533 


Applicant 


HENNES, Kilian 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



1 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


L>SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


El 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

29 June 2000 (29.06.00) 


Date of completion of this report 

26 June 2001 (26.06.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ntemational application No. 

PCT/EP00/01214 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been famished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

j j the international application as originally filed. 

the description, pages \J_ > as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-7,10-14 



8,9 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



11 June 2001 (11 .06.200 n 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2,2/2 



, as originally, filed, 
, filed with the demand, 
, tiled with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

[ I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
* ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE ElM IN AR Y EXAMINATION REPORT 



^^^rnational application No. 
PCT/EP 00/01214 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-14 



1-14 



1-14 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



The cited prior art neither describes nor suggests a 
method for depicting biologically active, 
inductance-altering particles in which monovalent 
primary antibodies are mixed with an excess of 
inductance-altering particles coated with secondary 
antibodies, aggregated particles then being 
separated by means of partial sedimentation. 
Claims 1-7 therefore meet the requirements of PCT 
Article 33(2) and (3) . 



The device having the features of the new Claim 8 
differs from the prior art known from WO-A-97/20074 
(see Figure 13) in that the metal coil (36a) is 
placed around a core (50) that is bent in an 
approximate C-shape and has a gap (52) through which 
the measuring lead (34) is fed, the latter feature 
being known from WO-A-99/27 3 69 (see Figure 1) . The 
prior art does not, however, suggest combining the 
features known from the two WO documents to produce 
a device for the method as per Claims 1-7, which is 
considered novel and inventive. Claims 8-14 
therefore also meet the criteria stipulated in PCT 
Article 33(2) and (3) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRElWiINARY EXAMINATION REPORT 



itional application No. 
PCT/EP 00/01214 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite documents WO-A-97/20074 or 
WO-A-99/27369, nor the relevant prior art disclosed 
therein . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



t 
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VERTRAG UB 



DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

_PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 
H264WP3 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formbtatt PCT/l PEA/4 16) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/01214 


Internationales Ar\meldeda\um(Tag/Monat/Jahr) 
15/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
17/02/1999 


Internationale Patent Wassifikat ion (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/533 


Anmelder 

HENNES, Kilian 



1 . Dieser internationate vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragten 
Be horde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspriichen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
29/06/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
26.06.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Pruf ung beauftragten Behdrde: 

Europaisches Patentamt 
✓ml D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Linker, W (f Ml )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8703 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAURGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01 21 4 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmefdeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungfich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weif sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-7 ursprtingliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-7,10-14 ursprtingliche Fassung 

8,9 mit Telefax vom 1 1/06/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprtingliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Atle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht tiber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01214 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbtichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Erf inderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Betblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da3 die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/01214 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Ein Verfahren zur Darstellung von biologisch aktivierten induktivitatsandernden 
Partikeln, bei dem monovalente primare Antikorper mit sekundaren Antikorpern 
beschichteten induktivitatsandernden Partikeln im UberschuB gemischt und 
anschlieBend mittels partieller Sedimentation aggregierte Partikel abgetrennt werden 
wird im entgegengehaltenen Stand der Technik weder beschrieben noch nahegelegt. 
Die Anspruche 1-7 erfullen daher die Erfordemisse der Artikel 33(2) und (3) PCT. 

Die Vorrichtung mit den Merkmalen des neu vorgelegten Anspruchs 8 unterscheidet 
sich von dem aus WO-A-97 20074 (siehe Figur 13) bekannten Stand der Technik 
dadurch, da3 die Metallspule (36a) urn einen etwa C-fdrmig gebogenen Kern (50) 
gelegt und dieser einen Spalt (52) aufweist, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist, 
letzteres Merkmal ist aus WO-A-99 27369 (siehe Figur 1) bekannt. Der Stand der 
Technik legt jedoch nicht nahe, die aus den beiden WO Schriften bekannten Merkmale 
zu kombinieren, um eine Vorrichtung fur das als neu und erfinderisch angesehene 
Verfahren der Anspruche 1-7 zur Verfugung zu stellen. Die Anspruche 8-14 erfullen 
daher auch die in Artikel 33(2) und (3) genannten Kriterien. 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten WO-A-97 20074 und WO-A-99 27369 of- 
fenbarte einschlagige Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



11.JUN.Z001 18:35 BODENSEEPflTENT i 

4| -ISR.554 s.2— 

H264W23 



9. 




Vorrichtung 2um Durchftlhren des v Pr f^ 

Forderleitung gefardextT ! ™ ^ dU " h eine 

ferromagnetischem b2w «-b«aoadera 
Material, gebundenen Moiogi^'^^r^' 11 ^ 

Messleitung 34 on " ln6SSende P " be al * 

36a) ^^^.r^r^^r-^ 

zum Anregen der SchvH Einnchtung (46 ) 

und wobei ' 



die Metallspule (36a) ^ einen 

Kem (50 , gelegt und dieser e " f 

durch den die Messleit.ng (34J 

Vorrichtung nach Anspruch a 

rar^iicei monovalent gebunden ist. 



VERTRAG 



R DIE INTERNATIONALE ZUSJ^jlEN ARBEIT 





DEM GEBIET DES PATENTW^BWS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

H264WP3 


W _ 1T ___- S i e he Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
wni i enco Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/01214 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

15/02/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monavjanr) 

17/02/1999 


Anmelder 

HENNES, Kilian 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemafi 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4„ Blatter. 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Bericht s 

a. 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

[—1 D i e internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
1 — 1 Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schrif licher Form enthalten ist. 

| | zusammen mft der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

I — I Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Q - Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfa&ten Informationen dem schrrftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
| | Mangel nde Elnheitllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

|"X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

□ 



wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. 



Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 
PT| wie vom Anmelder vorgeschlagen 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



| | keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



oWler RECHERCHENBERICHT Jftf 



ernationates Aktenzeichen 

INTERNATldWK.ER RECHERCHENBERICHT "Wct/EP 00/01214 



Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1 ) 



Bei einem Verfahren fur die Darstellung von biologisch 
aktivierten indukti vitatsandernden -- insbesondere 
ferromagnetischen bzw. superparamagneti schen — Partikeln 
werden monovalente primare Antikorper, Viren Oder Gensonden 
mit induktivitatsandernden Partikeln im Uberschuss gemischt, 
welche mit sekundaren Antikorpern beschichtet sind, and 
anschlieBend mittels partieller Sedimentation aggregierte 
Partikel abgetrennt; diese bestehen aus einem monovalenten 
primaren Antikorper und anti korper-beschichteten induktivitat- 
sandernden Teilpartikeln. 

Bei einer Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte 
biologische Mi kroparti kel in fltissigen Proben ist eine 
Forderleitung (16) fur eine zu messende Probe als 
Messleitung (34) von einer Metal lspule als Messspule (36a) 
umgeben and these an eine Einrichtung (46) zum Anregen der 
Schwingung and Messen von Resonanzereignissen angeschlossen ; 
die Metallspule (36a) ist urn einen etwa C-formig gebogenen 
Kern (50) gelegt and dieser weist einen Spalt (52) auf, 
durch den die Messleitung (34) gefiihrt ist. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 <2)){Juli 1998) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



I^Mutionales Aktenzetahen 

EP 00/01214 




A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33/533 G01N33/543 G01N27/72 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

PK 7 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtj. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspnjch Nr. 



P,X 



P,X 



P.X 



DE 199 46 656 A (HENNES KILIAN) 
24. August 2000 (2000-08-24) 
das ganze Dokument 

DE 199 06 352 A (HENNES KILIAN DR) 
22. Jul i 1999 (1999-07-22) 
das ganze Dokument 

WO 99 27369 A (SIMM0NDS MICHAEL BANCROFT 
; QUANTUM DESIGN INC (US)) 
3. Juni 1999 (1999-06-03) 
das ganze Dokument 

WO 99 27367 A (KNOLL MEINHARD) 
3. Juni 1999 (1999-06-03) 
Anspruche 

-/- 



1-14 



1-14 



8-14 



1-14 



Weitere Veroffentlichungen stnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E" alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, etnen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbanjng. 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 
"P* Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandms des der 
Erfindung zugrundefiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeltegenden 
Theorie angegeben ist 

■X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden wenn die Veroffentlichung mit einer odermehreren anderen 
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(54) Hezeichnung: VERFAHREN ZUM DARSTELLEN VON BIOLOGISCH AKTIVIERTEN INDUKTIVITATSANDERNDEN PAR- 
TIKELN SOWIE VORRICHTUNG DA FUR 

(57) Abstract 

According to the inventive method for representing biologically activated 
inductance-altering particles, especially ferromagnetic or superparamagnetic particles, 
monovalent primary antibodies are mixed with inductance-altering particles in excess, 
the latter being coated with secondary antibodies. Aggregated particles are then 
separated by partial sedimentation, said aggregated particles consisting of a monovalent 
primary antibody and antibody-coated inductance-altering partial particles. According 
to a further method, viruses are mixed with ferromagnetic particles in excess, the 
atter being coated with antibodies that target the sheathing proteins of the viruses, and 
aggregated particles are separated by partial sedimentation, said aggregated particles 
consisting of a virus and antibody-coated inductance-altering partial particles. A 
detecting and counting device for suspended biological microparticles in liquid samples 
lias a delivery line (16) for a sample to be measured which is configured as a measuring 
line (34) and surrounded by a metal coil which is configured as a measuring coil (36a). 
The measuring coil is connected to a device (46) for exciting oscillation and measuring 
resonance events. The meta! coil (36a) is placed around a core (50) which is bent 
approximately into a C shape and which has a gap (52) through which the measuring 
line (34) is guided. 
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BESCHRJEIBUNG 



Verfahren zum Darstellen von biologisch aktivierten induk- 
tivitatsandernden Partikeln sowie Vorrichtunq dafiir 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Darstellung 
von biologisch aktivierten indukt i vi tat sandernden -- insbe- 
sondere f er romagnetischen bzw. superparamagne t ischen 
Partikeln- Zudem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung 
zum Nachweis und Zahlen von suspendierten biologischen 
Mi kropart i keln in f lussigen Proben, insbesondere zum Durch- 
fuhren des genannten Verfahrens. 

Das Zahlen von Bakterien, Blutzellen oder Zellbestandtei len 
in wassrigen Losungen erfolgt bisher mittels Durch- 
f lusszytometer oder Coul tercoun te r . Hier werden die ent- 
sprechenden Partikel gefarbt und anhand von optischen 
Signalen identif izier t oder durch kapazitive Messungen ge- 
zahlt . 

In Kenntnis dieser Gegebenheiten hat sich der Erfinder das 
Ziel gesetzt, derartige Messungen zu vereinf achen . 

Zur Losung dieser Aufgabe fuhrt die Lehre des unabhangigen 
Anspruches; die Unteranspruche geben giinstige Wei terbi ldun- 
gen an. Zudem fallen in den Rahmen der Erfindung alle Kom- 
binationen aus zumindest zwei der in der Beschreibung, der 
Zeichnung und/oder den Anspruchen offenbarten Merkmalen. 

Er f indungsgemali werden monovalente primare Antikorper mit 
induktivitatsandernden , vor allem ■ ferromagnet ischen bzw. 
superparamagnetischen , Partikeln in mehrfachem Uberschuss 
gemischt, welche mit sekundaren Antikbrpern beschichtet 
sind; anschl iefiend werden mittels partieller Sedimentation 
in einer Zentrifuge aggregierte Partikel abgetrennt, die 
aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikorper- 
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beschichteten f er romagne t ischen Teilpart i keln bestehen . An- 
stelle primarer Antikorper konnen auch Viren oder Gensonden 
verwendet werden, gegen deren Hullproteine bzw. Spacer- 
molekule die sekundaren Antikorper gerichtet sind. 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung konnen die bioio- 
gischen Partikel zum Nachweis bzw. zum Zahien immunolo- 
gisch, phagologisch oder mole kularbiologisch mit aggre- 
gierten Partikeln verbunden werden,. die beim anschlieBenden 
Durchstromen einer Metallspule -- insbesondere des Spaites 
einer C-formigen Metallspule mit f erromagnet i schem Kern 
messbare und zahlbare I nduktivitatsanderungen auslosen. 

Auch hat es sich als gunstig erwiesen, indukt ivi t a t san- 
dernde Partikel vor dem Durchstromen der Metallspule 
mittels Elektromagnet in einer Kunsts toff kapi Hare festzu- 
halten und dort mit den in die Kapillare einst romenden 
biologischen Partikeln zu verbinden, wahrend die Probe, in 
welcher diese enthalten waren, aus der Kapillare herausge- 
fuhrt wird. Zudem sollen durch die Metallspule als Teil 
eines elektronischen Schwingkreises zahlbare Anderungen der 
Eigenschwingf requenz erzeugt werden. 

Urn den apparativen Aufwand bei der optischen Messung zu um- 
gehen und eine hohere Spezifitat gegenuber der kapazitiven 
Messung zu erreichen, wird also fur den Nachweis des ein- 
zelnen Partikels ein geandertes Messprinzip eingesetzt: Die 
Messung der Indukt ivitatsanderung einer Mikrospule aus de- 
tail. Da biologische Partikel aber eine Permeabilitat s kon- 
stante u von annahernd 1 haben, mussen diese zum Nachweis 
und zur Zahlung mittels Spule zuvor mit indukt ivitats- 
andernden Substanzen markiert werden. Diese Markierung ge- 
schieht durch die immunologische , phagologische oder mole- 
kularbiologische Ankopplung von f erromagnet ischen bzw. 
superparamagnet ischen Partikeln, welche monovalent entweder 
mit Antikorpern, mit Vi rus-Andockmole kulen oder mit 
Gensonden an Space rmole kulen verbunden sind. 
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Im Rahmen der Erfinciung liegt eine Vorrichtung der eingangs 
genannten Art mit einer Forder leitung fur eine zu messende 
Probe, die ais Messleitung von einer Metallspule als 
Messspule umgeben ist, welche ihrerseits an eine Einrich- 
tung zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonan- 
zereignissen angeschlossen ist. 

In einer besonderen Ausges taltung ist diese Metallspule urn 
einen etwa C-fdrmig gebogenen Kern gelegt, dessen Enden 
einen Spalt begrenzen; durch diesen Spalt ist die Messlei- 
tung gelegt. 

Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung ist die Forder- 
leitung an eine Einrichtung mit Kapillaren -- insbesondere 
mit Tef lonkapillaren -- angeschlossen; letztere sind einem 
Elektromagneten zugeordnet und kdnnen in einem von einem 
Polschuh umgebenen Raum angeordnet sein. 

Vorteilhaf terweise ist zwischen den Elektromagneten und 
einem Ventil der Fdrderlei t ung eine Zweigleitung fur uber- 
schussige Proben vorgesehen. Zudem konnen jener Einrichtung 
zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonanzereignis- 
sen zur Metallspule hin wengistens ein Widerstand sowie ein 
Kondensator vorgeordnet sein. 

Die Messspule, eine ihr vorgeordnete Piezopumpe und ein 
nachgeordneter Widerstand bzw. Kondensator sollen erfin- 
dungsgemaft Teile einer mi krosystemtechnischen Einheit sein. 

Die Ankopplung der f er romagnet ischen Marker geschieht also 
in der Vorrichtung, welche gleichzeitig eine Anreicherung 
der zu zahlenden Partikel ermoglicht: Die Marker werden in 
jener Tef lonkapillare mittels eines Elektromagneten als 
Sorpt ions-Schicht f estgeha 1 ten , bis die gesamte Probe in 
die Kapillare gepumpt wurde und gleichzeitig die uberschus- 
sige Probe aus der Kapillare herausgelauf en ist. Hierauf 
wird der Magnet ausgescha 1 tet , damit die Marker frei dif- 
fundieren und die Oberflache der biologischen Partikel 
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sattigen konnen . Dann wird der Kapillaren-Inhalt mit der 
erwahnten piezoelektr ischen Pumpe durch die Metallspule ge- 
pumpt, insbesondere durch den Spalt der C-formig gestal- 
teten Metallspule mit f erromagnet ischem Kern. Die Metall- 
5 spule wurde als Spirale auf eine Leiterplatte geatzt und 
ist mit Kondensator und Widerstand als Schwingkreis ge- 
schaltet. Der Schwingkreis wird mit einer Frequenz ange- 
regt, die derjenigen Eigenschwingf requenz entspricht, 
welche generiert wird, wenn sich ein durchschni tt lich mar- 
10 kierter biologischer Mi kroparti kel in der Spule bzw. im 
Spalt befindet. Dadurch entsteht im Schwingkreis immer dann 
eine Resonanzschwingung , wenn ein ent sprechender 

Mikropartikel durch die Spule tritt. 

15 Ein Beispiel fur die Anwendung dieses Verfahrens ist der 
Nachweis von Kol iba kterien in Wasserproben. Hierzu werden 
monovalente primare E . -col i -spe zi f ische Antikbrper mit an 
megnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Suspension dieser Konjugate wird in die Teflon- 

20 Kapillare gepumpt und mittels Elekt romagne t dort fixiert. 
Beim Durchstrdmen der Kapillare mit der zu untersuchenden 
Wasserprobe werden Kol ibakter ien uber die primaren Antikor- 
per an den Konjugaten f estgehal ten . Nach dem Abschalten des 
Magneten kann die Suspension von magnetisch markierten 

25 Kolibakterien durch die Messspule bzw. den Spalt der Me- 
tallspule gepumpt werden. Die Anzahl der Resonanz-Ereig- 
nisse im angeschlossenen Schwingkreis entspricht der Anzahl 
der Kolibakterien in der ur sprunglichen Wasserprobe. Durch 
den Einsatz dieses Gerates und der entsprechenden Konjugate 

30 ist es moglich, ohne den aufwendigen Einsatz der 
Durchf lusszytometrie Bakterien automatisch zu zahlen. Des 
weiteren ist es moglich, mit dieser Messmethode eine Minia- 
turisierung des Nachweisgerat es zu erreichen. 
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Mit der beschriebenen Technik werden Partikel wie Bakte- 
rien, Zellen oder Zellbes tandteile in wassrigen Losungen 
nachgewiesen und gezahlt. Diese Technik ermoglicht eine Mi- 
niaturisierung des automat ischen Part i kelzahl ver f ahrens . 
Dazu werden die Partikel vor der Messung durch die Reaktion 
mit monovalenten antikdrper- bzw. virenbeschichtet en ferro- 
magnetischen Partikeln markiert. Die induktive Messung be- 
ruht auf dem Passieren der mit den biologischen Partikeln 
aggregierten ferromagnet ischen Partikel durch die in be- 
schriebener Weise gestaltete Mikrospule eines elektroni- 
schen Schwingkreises . Die beim Passieren auftretenden Re- 
sonanzereignisse werden gezahlt. 

Die er f indungsgemafie Vorrichtung kann in der Medizin, Mi- 
krobiologie und Hygiene eingesetzt werden, beispielswe i se 
zum Auszahlen von Blutzellen; es konnen okologisch rele- 
vante Mi kroorganismen ausgezahlt oder kran khei t ser regende 
Keime nachgewiesen werden. 



WO 00/49407 



- 6 - 



PCT/EP00/01214 



Weitere Vorteile, Merkmale und Einzelheiten der Erfindung 
ergeben sich aus der nachf olgenden Beschreibung eines be- 
vorzugten Aus f uhrungsbeispieles sowie anhand der Zeichnung; 
diese zeigt in 

5 

Fig. 1, 3: jeweils ein Schema zu einem er- 

f indungsgemafien Verfahren; 

Fig. 2: ein Detail der Fig. 1, 3 in schemati- 

10 sierter Schragsicht . 

Vor einem Verfahren zum Nachweis von Kol ibakter ien in einer 
durch eine Leitung 10 zugefuhrten Wasserprobe Z werden mo- 
novalente primare E . -coli-spezif ische Antikorper mit an ma- 
gnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Leitung fur die monovalenten magnet ischen Parti- 
kel F ist mit 12 bezeichnet. Beide Leitungen 10, 12 enthal- 
ten Schlauchpumpen 14 und vereinigen sich nach diesen zu 
einer gemeinsamen Forde r leitung 16. 

Das Reagenz mit ferromagnet ischen, biologisch aktivierten 
Partikeln wird uber die Leitungen 12 und 16 in eine 
Tef lonkapi 1 lare 20 gepumpt und dort mittels eines Elektro- 
magneten 22 fixiert, dessen Magnetspule mit 24 bezeichnet 
und dem die Z-fbrmig auf gewickel te Tef lonkapil la re 20 in 
einem konzent rischen Polschuh 26 zugeordnet ist. Dieser 
begrenzt mit einem von ihm in Radialabstand umgebenen 
Polstift 28 einen Ringraum 30 fur die Tef lonkapi 1 lare . 

30 Beim Durchstrdmen der Kapillare 20 mit der zu untersuchen- 
den Wasserprobe Z werden Kolibakterien als zu zahlende bio- 
logische Partikel uber die primaren Antikorper an den fer- 
romagnet i schen Konjugaten f es tgeha 1 ten . Nach dem Abschalten 
des Elekt romagneten 22 kann die Suspension von magnetisch 

35 markierten Kolibakterien dank einer Piezopumpe 32 in einer 
Messleitung 34 durch eine geatzte Metallspule als Messspule 
36 einer mi krosys temtechnischen Einheit 40 t ransportiert 
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werden. Aus dieser werden die gezahlten Partikel in Pfeil- 
richtung X ausgetragen. 

Im Ausf uhrungsbeispiel der Fig. 3 wird jene Suspension in 
der Messleitung 35 durch den Spalt 52 eines ferromagne- 
tischen, C-formig gebogenen Kerns 50 einer Messspule 36 a 
t ransportiert . 

Die freien Enden 38, 38 a der Messspule 36, 36 a sind nach 
einem Widerstand 42 und einem Kondensator 44 an eine 

Einrichtung 46 zum Anregen der Schwingung und zum Messen 
von Resonanzereignissen angeschlossen; dort erfolgt eine 
Umwandlung in Zahl impulse . 

Die Anzahl der Resonanzereignisse im angeschlossenen 
Schwingkreis entspricht der Anzahl der Kol iba kter ien in der 
ursprunglichen Wasserprobe Z. 

Zwischen der Tef lonkapi 1 ia re 20 und der Piezopumpe 32 ist 
ein ein Ventil 48 enthal tender Leitungsabzweig 18 fur 
uberschussige Probeanteile Q vorgesehen, dem in der For- 
derleitung 16 ein Ventil 48 nachgeschaltet ist. 
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PATENTANS PROCHE 

1. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere ferromagne- 
tischen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass monovalente primare Antikorper mit induktivi- 
tatsandernden Partikeln im Uberschuss gemischt werden, 
welche mit sekundaren Antikorpern beschichtet sind, 
und anschliefiend mittels partieller Sedimentation 
aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus einem 
monovalenten primaren Antikorper und ant i korper-be- 
schichteten induktivitatsandernden Teilpart i ke l~n 

bestehen . 

2. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere f erromagnet i - 
schen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet, dass Viren mit induktivitatsandernden 
Partikeln im Uberschuss gemischt werden, welche mit 
gegen die Hullproteine der Viren gerichteten Anti- 
korpern beschichtet sind, und anschl ieftend mittels 
partieller Sedimentation aggregierte Partikel abge- 
trennt werden, die aus einem Virus und anti korper-be- 
schichteten induktivitatsandernden Teilpart i keln be- 
stehen . 

3. Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten induktivitatsandernden, insbesondere f erromagnet i- 
schen bzw. superparamagnetischen, Partikeln, dadurch 
gekennzeichnet, dass spacermole kul -gekoppelte Oligo- 
nukleot id-Gensonden mit induktivitatsandernden Parti- 
keln im Uberschuss gemischt werden, welche mit gegen 
die Spacermolekule gerichteten Antikorpern beschichtet 
sind, und anschlieftend mittels partieller Sedimenta- 
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tion aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus 
einer Gensonde und antikorper-beschichteten indukti- 
vitatsandernden Tei lpart i keln bestehen. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass biologische Partikel zum Nachweis 
bzw. zur Zahlung immunologisch, phagologisch oder 
molekula rbiologisch mit den aggregierten Partikeln 
verbunden werden, die als Marker beim ansch 1 ieBenden 
Durchst romen einer Metallspule meJibare und zahlbare 
Indukt i vi t atsanderungen auslosen. 

5. Verfahren nach Anspruch A, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Marker beim Durchst romen des Spaltes an einem 
etwa C-formig gebogenen Kern einer Metallspule mess- 
bare und zahlbare Indukt ivitatsanderungen auslosen. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass indukt i vi tat sandernde Partikel vor dem 
Durchst romen der Metallspule mittels Elektromagnet in 
einer Kunststof f kapillare festgehalten und dort mit 
den in die Kapillare einstromenden biologischen Par- 
tikeln verbunden werden, wahrend die sie enthaltende 
Probe aus der Kapillare herausge f uhrt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass durch die Metallspule als Teil 
eines ele ktronischen Schwingkreises beim Durchstromen 
der induktivitatsandernden Partikel zahlbare Anderun- 
gen der Eigenschwingf reguenz erzeugt werden. 

8. Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte 
biologische Partikel in flussigen Proben, insbesondere 
Vorrichtung zum Durchftihren der Verfahren nach 
wenigstens einem der vorausgehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Forde r leitung (16) fur eine 
zu messende Probe als Messleitung (34) von einer Me- 
tallspule als Messspule (36, 36 a ) umgeben und diese an 
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eine Einrichtung (46) zum Anregen der Schwingung und 
Messen von Resonanzereignissen angeschlossen ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
5 dass .die Metallspule (36 a ) urn einen etwa C-formig ge- 

bogenen Kern (50) gelegt und dieser einen Spalt (52) 
aufweist, durch den die Messleitung (34) gefuhrt ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekenn- 
10 zeichnet, dass die Forder le i tung (16) an eine Einrich- 
tung mit Kapillaren (20), insbesondere Tef lonkapil la- 
ren, angeschlossen ist sowie letztere einem Elektro- 
magneten (22) zugeordnet sind. 

15 11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kapiliare/n (20) in einem von einem Polschuh 
(24) umgebenen Raum (30) angeordnet sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch 
20 gekennzeichnet, dass zwischen den Ele kt romagneten (22) 

und einem Ventil (48) der Forder lei tung (16) eine 
Zweigleitung (18) fur uberschussige Proben (Q) ange- 
ordnet ist. 

25 13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Einrichtung (46) zum Anregen 
der Schwingung und Messen von Resonanzereignissen zur 
Metallspule (36, 36 a ) hin wenigstens ein Widerstand 
(42) sowie ein Kondensator (44) vorgeordnet sind. 



30 
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14. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Messspule (36, 36 a ) mit vor- 
geordneter Piezopumpe (32) und nachgeordnetem Wider- 
stand (42) bzw. Kondensator (44) Teile einer mikro- 
5 systemtechnischen Einheit (40) sind. 
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(57) Abstract: According lo the inventive method for 
representing biologically activated inductance-altering 
particles, especially ferromagnetic or superparamagnetic 
panicles, monovalent primary antibodies, viruses 
or DNA probes are mixed with inductance-altering 
particles in excess, the latter being coated with secondary 
antibodies. Aggregated particles are then separated 
by partial sedimentation, said aggregated particles 
consisting of a monovalent primary antibody and 
ami body -coated inductance-altering partial particles. A 
detecting and counting device for suspended biological 
microparticles in liquid samples has a delivery line 
(16) for a sample to be measured which is configured 
as a measuring line (34) and surrounded by a metal 
coil which is configured as a measuring coil (36a). The 
measuring coil is connected to a device (46) for exciting 
oscillation and measuring resonance events. The metal 
coil (36a) is placed around a core (50) which is bent 
approximately into a C shape and which has a gap (52) 
through which the measuring line (34) is guided. 

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren fur 
die Darstellung von biologisch aktivierten induklivi- 
tatsandernden - insbesondere ferromagnetischen bzw. 
superparamagnetischen - Partikeln werden monovalente 



Oprimare Antikorper, Viren oder Gensonden mil induktivitatsandernden Partikeln im Uberschuss gemischt, welche mil sekundaren 
Antikorpem beschichtet sind. und anschliessend mittels partieller Sedimentation aggregierte Partikel abgetrennt; 
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diese bestehen aus einem monovalenten primaren Antikorper und antikorper-beschichieien induktivitaisandernden Teilpartikeln. Bei 
einer Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte biologische Mikropanikel in fliissieen Proben ist eine Fdrderleitung 
(16) fur eine zu messende Probe als Messleilung (34) von einer Meiallspule als Messspule (36a) umgeben und diese an eine Einrich- 
lung (46) zum Anregen der Schwingung und Messen von Resonanzereignissen angeschlossen; die Metallspule (36a) isi urn einen 
etwa C-formig gebogenen Kern (50)"gelegi und dieser weist einen Spalt (52) auf. dureh den die Messleitung (34) gefiihrt ist. 
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